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RESUMO

Objetivos: descrever a topologia das principais proteinas envolvidas na sintese de horménios tireoideanos
através da revisdo da literatura cientifica especializada.

Fonte de dados: foram realizadas buscas nos bancos de dados Scielo e Pubmed, utilizando palavras chaves
relacionadas ao tema em questao.

Sintese dos dados: os hormonios tireoideanos sdao armazenados no coléide, uma substancia presente na luz
do foliculo e formada em grande parte pela glicoproteina mais altamente expressa do tiredcito, a tireoglobulina.
A tireoglobulina apresenta 660 kDa e é codificada por um tnico gen situado no cromossomo 8, (8q24.21-8q24.23),
apresentando 48 éxons. A iodacdo dos residuos de tirosina presentes na tireoglobulina é realizada por outra
proteina, a tireoperoxidase. O perdxido de hidrogénio (H,O,) é essencial como oxidante na reacdo de oxidacao
do iodeto catalisada pela tireoperoxidase e, quando os niveis intracelulares de iodeto sdo suficientes, a geracao
de H,O, passa a ser o passo limitante na biossintese dos hormoénios tireoideanos. A enzima responsavel pela
geracdo de perdxido de hidrogénio foi caracterizada em tire6ides humanas e, posteriormente, clonada, tendo sido
denominada oxidase tiredidea (ThOx ou DuOx).

Conclusdes: o estudo estrutural e topolégico das proteinas envolvidas com a hormonogénese tireoideana é a
base para a melhor compreensao em nivel molecular da funcao da glandula tire6ide, sendo ainda ttil na identificagdo
precisa de mutagdes e regides e de interacao com farmacos, receptores, ou mesmo imunocomplexos.

DESCRITORES: HORMONIOS TIROIDEOS/ sintese quimica; GLANDULA TIROIDE/ fisiologia; GLANDULA TIROIDE/ fisiopatologia;
PROTEINAS.

ABSTRACT

Aims: To describe the topology of the main proteins related to thyroid synthesis through science articles from data
bases.

Source of data: Articles were retrieved from Pubmed and Scielo data base using the key-words related to the theme.

Summary of the findings: Thyroid hormones are stored in the colloid, a substance found in the thyroid follicle and
the site of the highest expressed glycoprotein of the thyroid cell, thyroglobulin, which is a 660kDa single polypeptide
protein, which gene is located on chromosome 8 (8q24.21-8q24.23) and contains 48 exons. The incorporation of iodine in
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tyrosine residues in thyroglobulin is catalyzed by another protein, thyroperoxidase. Thyroperoxidase requires hydrogen
peroxide (H,0,) for the iodine oxidation in this reaction, and in the presence of sufficient cytosolic iodine, H,0, is rate limiting
in the biosynthesis of thyroid hormones. The generation of H,O, is requlated by thyroid oxidase (ThOx or DuOx). Structural
and topological studies of the proteins involved in thyroid hormone synthesis provide the basis for the best understanding of
thyroid function at molecular and atomic resolution.

Conclusions: Studies looking at structural and topological characteristics of thyroid proteins and their production can
provide better understanding into the identification at molecular level of mutations and interactions with receptors, drugs
and immunocomplexes, that have medical relevance.

KEY WORDS: THYROID HORMONES/chemical synthesis; THYROID GLAND/phyisiology; THYROID GLAND/physiopathology;

PROTEINS.

INTRODUCAO

Os hormonios tireoideanos sao essenciais para
o pleno desenvolvimento de 6rgdos, sistemas e
controle do metabolismo.! A glandula tiredide
apresenta a propriedade de concentrar iodo e o
torna disponivel para a sintese dos hormoénios
tireoideanos 3,5,3 triiodotironina (T3) e tiroxina
(T4) sendo que cerca de 80% do T3 plasmaético
¢ derivado fora da tiredide através da 5-mo-
nodeiodinacdo do T4 nos tecidos alvo. Assim, o
iodo é parte integral da molécula dos hormoénios
tireoideanos, compondo 59% e 65% do tamanho
da molécula de T3 e T4 respectivamente.? A
relevancia desse mecanismo pode ser verificada
em regides onde a presenca de iodo na dieta é
pobre, compondo um importante problema de
saude publica.?

A sintese de hormonios tireoideanos requer o
desenvolvimento adequado da glandula tiredide
e um aporte dietético suficiente de iodo seguido
de uma série sequencial de reagdes bioquimicas
que tém lugar nas células foliculares da glandula.*
Cada foliculo tireoideano consiste de uma tnica
camada de células epiteliais organizadas ao redor
de um ltmen, o qual é preenchido por um coléide
onde predomina a tireoglobulina (Tg), uma grande
glicoproteina que atua como suporte para a sintese
de hormonios tireoideanos.” A captagao de iodo
através da membrana basolateral dos tiredcitos é
necessdria para a plena sintese de hormonios e esse
processo é mediado pela proteina transportadora
I'//Na* (NIS-Natrium iodine simporter), cujo gen
situa-se no cromossomo 19. Nesse processo de
transporte, dois ions sédio sdo carreados para o
interior do tiredcito, enquanto somente um iodo
é internalizado. Os ions s6dio atuam no sentido
de criar um gradiente que favorece o transporte
do iodo,*! sendo que a energia necessdria para
gerar o gradiente de s6dio é provida pela Na*/K*

ATP ase dependente, bomba sensivel a oubaina®
(Figura 1).

O efluxo de iodo através da membrana apical
do tireécito é mediado ao menos em parte pela
pendrina.” Uma vez captado, o iodo é rapidamente
incorporado aos residuos de tirosina da Tg,
processo este denominado organificacdo do iodo
e catalizado pela enzima tireoperoxidase (TPO)
na presencga de peréxido de hidrogénio (H,O,)
resultando na formacdo de monoiodotirosina
(MIT) e diiodotirosina (DIT). A sintese de H,0O,
ocorre na membrana apical do tiredcito através de
uma via bioquimica que envolve dois membros
da familia da NADPH oxidase (Duox1 e Duox2).3?
Recentemente, foi identificada uma proteina
relacionada a tireodoxina, chamada de EFP1
(EF-hand binding protein 1). Foi proposto que essa
proteina estd relacionada a familia de complexos
protéicos tiredideos envolvidos com a sintese
de H,0,."® A TPO catalisa ainda o acoplamento
de duas moléculas de iodotirosina para formar
T3 ou T3 (Figura 2). A liberacdo de hormoénios
tireoideanos ocorre por meio de pinocitose. Esse
contetido coloidal sofre digestdao no interior dos
lisossomos, liberando o T3e 0 T4 daTg. OT3 e o
T4 sao posteriormente exportados para o plasma
através da membrana basolateral do tiredcito
por um mecanismo ainda ndo plenamente
esclarecido.*

TIREOGLOBULINA

A sintese de hormonios tireoideanos segue
uma via metabolica que depende estreitamente
da Tg, uma proteina que forma o coléide,
substancia contida no foliculo tireoideano e sitio
de armazenagem de hormonios tireoideanos. A
Tg é uma glicoproteina de 660 kDa codificada por
um UGnico gen de 270kb situado no cromossomo
8q24.21-8q24.23, apresentando 48 éxons separados
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Figura 1 - Principais passos envolvidos na sintese de horménios tireoideanos. O I é captado na membrana basolateral do tiredcito
pelo NIS em funcdo da energia gerada pelo gradiente eletroquimico produzido pela bomba Na*/K* ATP ase dependente. Na
face colateral do tireécito o I é oxidado pela tireoperoxidase (TPO) na presenca de H,0O,. O H,0, é produzido pela enzima
THOX e reduzido pelo cofator NADPH da mesma enzima. A tireoglobulina, a qul é secretada para a luz do foliculo atua como
uma matriz de suporte para a sintese de hormonios tireoideanos. Primeiramente, a TPO catalisa a iodagéo dos residuos de
tirosina, processo esse denominado organificacao resultando na formacao de MIT e DIT. Subsequentemente, duas moléculas
de iodotirosina sao acopladas para formar T3 ou T4 em uma reacdo também catalisada pela TPO. A tireoglobulina iodada é
armazenada na luz do foliculo na forma de coléide. A tireoglobulina é captada pelo tiredcito pelo processo de pinocitose sendo
essa captacgdo regulada de acordo com a demanda de secregdo de hormonios. A porcado de tireoglobulina captada do coléide
sofre processamento no interior dos lisossomas gerando T3 e T4 que por sua vez sdo liberados para a corrente sanguinea por
um processo ainda ndo plenamente elucidado. As moléculas de MIT e DIT nao utilizadas sofrem desiodagdo pela enzima
DEHALI1 (iodotirosina desalogenase). O iodo por sua vez é secretado para a sintese de novos horménios tireoideanos sendo
deslocado para o coléide. Note que os o0 acoplamento do TSH a seu receptor na membrana do tireécito desencadeia uma cascata
de eventos que culmina com a sintese de proteinas envolvidas com a organificacao do iodo.
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Figura 2 - Sintese de hormonios tireoide-
naos (T3 e T4) a partir de residuos de
torosina iodados. MIT, monoiodotirosina;
DIT, Diiodotirosina. Note que a unicao
de dois DIT’s forma o T4 enquanto que
a unido de um DT e um MIT d4 origem
ao T3.
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por introns com tamanhos acima de 64kb.* A
expressdo é controlada pelo TSH tendo AMPc
como segundo mensageiro intracelular que por sua
vez regula os fatores de transcricao TTF-1, TTF-2
e Pax-8.121% Esses mesmos fatores de transcricdo
também controlam a sintese de TPO e também
o receptor de TSH." Durante a sintese da Tg as
cadeias nascentes formam interacdes dissulfeto
com peso molecular de cerca de 2000kDa® e em
aproximadamente 15 minutos esses complexos
se dissolvem e a Tg organiza-se em monomeros,
0s quais posteriormente dimerizam-se para
homodimeros 19S e eventualmente tetrameros
27S, tornando-se capazes de sofrer extrusao para
a luz do foliculo.’

Um intervalo de tempo de cerca de 90 minutos
existe entre a dimerizacdo da molécula e sua
chegada ao aparelho de Golgi, indicando que a
dimerizacao per se ndo é suficiente para o processo
de exportagdo.’® A dimerizagdo é um processo
mediado por chaperonas e atualmente conhece-
se pelo menos sete chaperonas que atuam no
enovelamento da Tg. A chaperona Bip associa-
se a Tg nascente, intermediando a formacao de
pontes dissulfeto intracadeia. Outras chaperonas
envolvidas sdo GRP170, GRP94, ERP72, ERP29,
calnexina e calreticulina.””® O enovelamento
requer uma grande quantidade de chaperonas:
de fato, a razdo Bip/Tg é de aproximadamente
10 moléculas de Bip para uma Tg, enquanto
que a calreticulina e a calnexina ligam-se
simultaneamente a molécula de Tg durante o
enovelamento.”

Posteriormente, a Tg é direcionada para o
complexo de Golgi, onde sofre glicagdo. Cerca de
10% do pesomolecular da Tg deve-seacarboidratos,
constituidos principalmente por duas unidades,
uma contendo sobretudo N-acetilglicosamina e
a outra mais complexa, sendo formada de varias
cadeias de N-acetilglicosamina, galactose e fucose
(uma hexose cuja férmula quimica é C.H,,0,), ou
entdo moléculas de acido sialico estendendo-se
a partir dos terminais de manose.'* A interacao
mais comum de carboidratos na molécula de Tg
ocorre entre a N-acetilglicosamina e um residuo
de asparagina. Além das cadeias de carboidratos,
a Tgapresenta 60 pontes dissulfeto, fosfato (ligado
as cadeias de polissacarideos) nas formas de
fosfoserina e fosfotirosina e, finalmente, sulfato,
na forma de unidades de condroitina sulfato.0!
Cada molécula de Tg humana consiste de uma
sequéncia de 2748 residuos de aminoacidos. Dessa
quantidade, 2,4% (67 residuos) sdo moléculas de
tirosina, sendo que normalmente ndo mais do
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que 25% dos residuos de tirosina encontram-se
iodados.?* Somente quatro residuos de tirosina
por molécula de Tg, as posi¢des 5 (éxon 2), 1291
(éxon 18), 2554 (éxon 44) e 2747 (éxon 48) estdao
envolvidas na hormonogénese, ja que esses
quatro residuos de tirosina apresentam grande
afinidade por iodo radioativo (I**). Paralelamente
a esses quatro residuos hormonogénicos, existem
outros sitios capazes de armazenar iodeto (I),
sendo que a afinidade desses residuos varia
consideravelmente em funcdo de certos fatores,
tais como grupos quimicos vizinhos e constante
de ionizacdo.”® O aumento do grau de iodagdo
pode modificar a estrutura espacial da Tg e
alterar suas propriedades, conduzindo a novas
formas moleculares (27S e 37S). O aumento da
iodacdo de residuos de tirosina na molécula
de Tg promove aumento da estabilidade da
molécula, tornando-a resistente a prote6lise.” Esse
efeito ocorre porque os residuos de iodotirosil
apresentam maior hidrofobicidade quando
comparados com residuos de tirosil. Dessa forma,
a iodagdo da molécula de tirosina apresenta
importantes efeitos de estereoespecificidade com
impacto no desenvolvimento de novos epitopos
autoimunogeénicos.* Saboori et al.”> demonstraram
que moléculas de Tg com altos niveis de iodagao
sdo mais imunogeénicas quando comparadas com
moléculas de Tg com reduzidos niveis de iodagdo.
Ap0s sofrer maturagdo, a Tg é extrudida para o
lamen folicular, onde ird compor a maior parte
do colodide.

A Tg pode encontrar-se em duas formas
no coldide: na forma dimérica, solavel (19S
660kd) e seu respectivo tetrdmero; e na forma
densa, insolavel, a iodo-tireoglobulina (i-Tg),
com concentragao proxima de 600mg/mL?.
Cerca de 34% de toda a Tg presente na tiredide
humana encontra-se na forma de i-Tg.”” A i-Tg é
extremamente resistente a protedlise conduzida
por enzimas tireoideanas, mas seu iodo pode
ser liberado através de espécies reativas que
promovem oxidacdo, geradas nas células
tireoideanas.”®* Na membrana apical do tire6cito
a Tg interage com diversas proteinas durante
os processos de endocitose e exocitose, como,
por exemplo, o receptor de asialoglicoproteina
(ASGPR), megalina e proteina dissulfeto
isomerase.* O ASGPR transporta Tg recém
sintetizada para o limen folicular. Foi proposto
que o ASGPR sofre endocitose juntamente com
o coléide, sendo posteriormente processado
enzimaticamente no interior do tiredcito.* A
porcao da Tg que interage com o ASGPR ainda
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nao estd plenamente identificada. Embora exista
muita informagao sobre aspectos bioquimicos da
molécula de Tg, Rivolta e Targovinik* destacam
que muitas fun¢des da Tg permanecem ainda
nao plenamente elucidadas em funcao do nao
conhecimento da sua estrutura espacial.

TIREOPEROXIDASE

ATPO pertence a grande familia de peroxidases
de mamiferos, que inclui a mieloperoxidase,
lactoperoxidase, eosinofilil-peroxidase e pero-
xidases salivares.® O I é a forma pela qual o
iodo é aproveitado pela tire6ide. Nesse estado o
iodo estd altamente oxidado, sendo que somente
duas substancias apresentam um poder oxidante
para converter o iodo em I: o oxigénio (O,)e o
peroxido de hidrogénio (H,0,).3' Desde o inicio
dos estudos destinados ao esclarecimento do
mecanismo de oxidacdo do iodo, aventou-se
a possibilidade de uma peroxidase envolvida
na sua oxidagdo.”? Esta idéia recebeu apoio
por parte dos estudos conduzidos por Shaw e
Hager em 1961,* os quais demonstraram que as
reagdes biolégicas de halogenacdo envolviam
peroxidases. A purificagdo da TPO ocorreu em
1967 a partir de trabalhos conduzidos por Hosoya
e Morrison* e Coval e Taurog.®® A TPO é uma
grande homoproteina glicada (aproximadamente
105kDa) que cataliza tanto a oxidagdo do iodeto
quanto sua incorporagado aos radicais tirosila da
molécula de Tg e localiza-se na membrana apical
do tiredcito, com seu sitio catalitico orientado
para o coléide.® Ao contrario das peroxidades de
fungos e vegetais, que ndo apresentam ligagdes
heme covalentes e tém cerca de 300 residuos de
aminoacidos em suas cadeias, as peroxidases de
mamiferos sdo grandes proteinas com mais que
700 residuos de aminoacidos em sua composicao
e provavelmente todas apresentam ligacoes heme
covalentes.?3!

A TPO humana encontra-se amplamente
disseminada em diferentes localizacGes subce-
lulares, tais como reticulo endoplasmatico, aparelho
de Golgi e vesiculas préximas a membrana apical
do tiredcito, na interface citosol-coléide.” O gen
responsavel pela codificagio da TPO humana
situa-se no braco curto do cromossomo 2 e sua
sequéncia completa apresenta 3048 nucleotideos.®
A sintese da TPO ¢é estimulada por TSH e tem a
molécula de adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
como segundo mensageiro intracelular.® Existem
outras isoformas da TPO humana, tais como a
TPO-2, que apresenta 876 residuos de aminoacidos,
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e a TPO zanelli, com 929 residuos¥”. A funcao
dessas isoformas ainda nado estd plenamente
elucidada; ao que parece, elas sdo decorrentes
de possiveis produtos de clivagem da TPO-1 ou
mesmo de splicing alternativo do RNA mensageiro
(RNAm) da TPO-1.¥

A TPO executa trés reagdes de catalise
envolvidas na biossintese de hormonios tireoi-
deanos: a oxidagdo de ions I-, a iodacdo da Tg
e o acoplamento de iodotirosinas, formando
iodotironinas.**?” Para exercer essas reacoes de
catdlise, a TPO apresenta dois sitios cataliticos,
sendo um deles para ligar-se ao I' e outro para
acoplar-se aos residuos de tirosina incorporados a
Tg.” Esses dois substratos da TPO sofrem oxidacao
utilizando H,O, como precursor de radicais livres
necessarios 4 incorporacdo de I' nos residuos
de tirosina presentes na Tg, produzindo entdo
monoiodotirosina. A monoiodotirosina pode
sofrer ainda uma segunda reagdo de oxidagdo
novamente mediada pela TPO, onde outro I é
incorporado, dando origem a diiodotirosina.
A TPO é também o principal componente do
antigeno microssomal que corresponde ao
alvo dos autoanticorpos presentes na tireoidite
autoimune, causando destruicdo da glandula,
sobretudo na doenca de Hashimoto.?”

A estrutura espacial da TPO ainda ndo foi
elucidada; de fato, a mieloperoxidase (MPO) é
a Unica peroxidase de mamiferos que teve sua
estrutura espacial plenamente elucidada.*' Para
identificar a estrutura tercidria da TPO humana
seriam necessdrias quantidades de proteina
na ordem de miligramas em sua forma pura.
Atualmente somos capazes de obter quantidades
na ordem de centenas de microgramas de amostra
com cerca de 60% de pureza através da técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Essas
quantidades nesse grau de pureza sdo tteis para
estudos que envolvem aspectos imunologicos,
mas nado para analises estruturais.*

LOCALIZACAO DE IMPORTANTES
RESIDUOS NA MOLECULA DE
TIREOPEROXIDASE

A maior parte dos estudos envolvendo
mecanismos de acdo de peroxidases foram
realizados com fungos e vegetais, de modo que
podemos inferir o mecanismo de agdo da TPO
humana. A citocromo ¢ peroxidase de fungos tem
sido largamente utilizada para esse propdsito e
apresenta dois residuos de histidina localizados
nos lados opostos do grupo heme: uma histidina
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proximal (His-175) que coordena o ion férrico
central da protoporfirina, e uma histidina distal
(His-52) localizada préxima ao sitio de ligacao com
o H,0,.8 Postulou-se que tanto a histidina distal
quanto sua vizinha arginina (Arg-48) participam
na clivagem da ligagdo O-O do peréxido, com a
histidina atuando como um elemento calisador.?
Antes mesmo da cristalizacdo da mieloperoxidase,
em 1988 Klmura e Ikeda-Saito* propuseram a
estrutura da TPO e tentaram localizar as histidinas
distal e proximal na molécula de TPO utilizando
a molécula de MPO como referéncia.*

As histidinas correspondentes na TPO po-
dem ser facilmente determinadas através da
comparacgao das sequéncias alinhadas da MPO
e TPO. A histidina 239 na molécula de TPO é
similar a histidina distal na MPO e a histidina
494 na TPO corresponde a histidina proximal na
molécula de MPO. Esse alinhamento difere de
forma substancial daquele proposto por Kimura e
Ikeda-Saito,* no entanto, de acordo com BikKer,*
a histidina 494 é na verdade a histidina proximal
na molécula de TPO.

Outros residuos de importancia biolégica
podem ser identificados na molécula de TPO,
como, por exemplo, a arginina 396, que atua
no mecanismo catalitico para a formagao do
composto I, ou seja, o primeiro passo da reagao
catalisada pela TPO, na qual ocorre a oxidagao do
grupo prostético heme da peroxidase pelo H,O,
e a formacdo de dois elétrons e de um composto
intermediario no estado Fe*5, consistindo do
ferro oxiferril (O=Fe*) e do cation radical
nporfirinico.®

A asparagina 421 na MPO esta envolvida
com a formagdo de uma ponte de hidrogénio
estavel com a histidina proximal, sendo que o
residuo de aminodcido que cumpre essa mesma
funcdo na TPO é a asparagina 579. Os residuos
de aminoécidos considerados relevantes para a
interacdo com o Ca*? na molécula de MPO sao
completamente conservados na molécula de TPO.
Ja o residuo de Glu-242 foi sugerido por Zeng e
Fenna em 1992* como sendo o residuo que forma
ligacdo covalente com o grupo heme, o que foi
confirmado em estudos subsequentes conduzidos
por Fenna et al.* Os mesmos autores mostraram
ainda que os residuos de Glu-242 e Asp-94 estao
covalentemente ligados ao grupo prostético heme
da molécula de MPO e que estes residuos estdo
conservados na molécula de TPO e também em
outras peroxidases de mamiferos,* sendo que na
molécula de TPO os residuos correspondentes
sdo Glu-399 e Asp-238. E provavel que tais
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residuos encontrem-se também interagindo com
o grupo heme da TPO de maneira similar aquele
descrito para a MPO: o grupo heme da molécula
de lactoperoxidase encontra-se covalentemente
ligado a residuos de aminoécidos por meio de
ligagdes do tipo éster.

TIREOPEROXIDASE-2

Uma forma alternativa da TPO foi descoberta
em 1987 por Kimura et al.* e foi denominada
tireoperoxidase-2 (TPO-2). Essa forma da TPO
apresenta auséncia de 57 residuos de aminoéacidos
(residuos 533 a 589), correspondendo ao éxon 10.#
O RNAm da TPO-2 esta presente na doenca de
Graves ainda que em menor quantidade quando
comparado com o RNAm da TPO e também em
uma forma de hipotireoidismo congénito descrita
por Bikker‘* em 1996, na qual os portadores
apresentavam somente RNAm para TPO-2. Como
nao foi detectada iodagdo da Tg nesses pacientes,
concluiu-se que a TPO-2 é enzimaticamente
inativa, sendo a possivel razao sugerida para
essa inatividade a auséncia do residuo distal
de histidina (possivelmente a histidina 586
como previamente descrito por Kimura e Ikeda-
Saito).* De fato, Niccoli et al.¥ demonstraram a
inatividade da TPO-2 ao expressar essa proteina
em linhagem celular derivada do ovério do
hamster chinés, Cricetulus griséus. Além da
His-586, outro residuo de aminoécido crucial para
a atividade da TPO-2 que se encontra ausente é
a Asn-579. Representado pelo residuo Asn-421
na molécula de MPO,® esse residuo forma uma
ponte de hidrogénio com a histidina proximal.
Além desses 57 residuos de aminoacidos faltantes
e desses importantes residuos de His e Asn, a
TPO-2 apresenta ainda duas hélices e duas algas
contendo residuos hidrofébicos de aminoéacidos,
0s quais formam parte do sitio de acoplamento
com o grupo heme (estrutura essa inferida com
base na estrutura espacial da MPO).*! A auséncia
da Asn-579 pode ser um fator importante na
inatividade da TPO-2, mas a fungao especifica
da TPO-2 na glandula tire6ide ndo é plenamente
conhecida.

AS ENZIMAS DUAL OXIDASES

A sintese de peréxido de hidrogénio é
condigdo essencial para a sintese de hormonios
tireoideanos e tem sido bem documentada por
décadas. Em funcdo de sua natureza dual, ou
seja, apresentarem um dominio para NADPH-
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oxidase e outro para a peroxidase tiredidea,
essas enzimas sdo denominadas dual oxida-
ses 1e2 (DUOX-1 e DUOX-2) e, as vezes, oxidases
tiredideas (THOX). Elas apresentam cerca de
88% de homogeneidade entre si.”® Os gens que
transcrevem tanto a DUOX-1 quanto a DUOX-2
situam-se no cromossomo 15q15.3, sendo que o
gen para a DUOX-1 apresenta 35 éxons, enquanto
que o gen paraa DUOX-2 apresenta 34 éxons.” As
peroxidases sdo heme-proteinas, contudo as DUOX
provavelmente ndo contém grupos heme, uma
vez que ndo dispdem de residuos de aminoacidos
capazes de dar suporte ao acoplamento com
grupos heme que estdo presentes em outras
peroxidases (incluindo a TPO) e sdo altamente
conservados.” Das duas DUOX clonadas a partir
de tecido tireoideano, somente a DUOX-2 teve
sua funcionalidade estabelecida de forma plena:
localiza-se na membrana apical do tire6cito, em
intima associacao com a TPO.

Além da glandula tiredide, a expressao das
DUOX ocorre em tecidos como, por exemplo,
mucosas, onde sua funcdo parece integrar parte
do sistema de defesa do organismo.>* Ambas as
DUOX sao expressas no epitélio das vias aéreas,
embora a mucosa traqueal e a dos bronquios de
grosso calibre expressem preferencialmente a
DUOX-2, a qual é também largamente expressa

TPO: 156 GACNNRDHPRWGASNTALARWLPPVYEDGFSQPRGW----NPGFLYNGFPLPPVREVTRH 211 |

GNNRWG++LR+PYDGQPGNPLNP

DUOX1: 34 GWYNNLMEHRWGSKGSRLQRLVPASYADGVYQPLGEPHLPNPRDLSNTISRGPAG----- 88
TPO: 212 VIQVSNEVVTDDDRYSDLLMAWGQYIDHDIAFTPQSTSKAAFGGGADCQMTCENQNPCFP 27

++NVL++G++ D+ AF++PF

DUOX1: 89 LASLRNRTV------| LGVFFGYHVLSDLVSVETPGCPAEF-----LNIRIPPGDPMFD 135
TPO: 272 |QLPEEARPAAGTACLPFYRSSAACGTGDQGALFGNLSTANPRQQMNGLTSFLDASTVYG 331

P++ GLPFRS TG S +NPR N +T +LD S +YG

DUOX1: 136 ---PDQR----GDVVLPFQRSRWDPETGR-------- SPSNPRDPANQVTGWLDGSAIYG 180
TPO: 332 SSPALERQLRNWTSAEGLLRVHARL-RDSGRAYLPFVPPRAPAACAPEPGIPGETRGPCF 390

SS + LR+++ + RDS L + AP+P +
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no trato gastrintestinal, sobretudo na membra-
na apical dos enterdcitos, no ceco e no célon
sigmoéide.”® No tecido tireoideano a presenca
de RNAm para DUOX-2 é cerca de 1,5 a 5 vezes
maior quando comparada a presenga de RNAm
para DUOX-1.5 A DUOX-1 apresenta expressao
constitutiva nos epitélios das vias aéreas,” ao
passo que a DUOX-2 é expressa na vigéncia de
alteragdes fisiopatologicas. A DUOX-2 é expressa
na bexiga urindria e nas glandulas salivares.”

A DUOX-2 é uma proteina com 1548 resi-
duos de aminodacidos na cadeia, enquanto que
a DUOX-1 apresenta 1551 residuos.”*® Ambas
sdo glicoproteinas e apresentam alto grau
de homologia. Ambas apresentam sete alcas
transmembranicas e 500 residuos de aminoécidos
que se projetam para o meio extracelular,
formando a porcdo N-terminal com 43% de
homologia com a TPO (Figura 3). Uma longa alca
intracelular comunica seis al¢as transmembranares
C-terminais com uma alca transmembranar
localizada na porcdo mais N-terminal. Essa
alca intracelular apresenta o motivo em mao-
EF (um dos motivos espaciais adquiridos pelas
proteinas durante seu enovelamento para
aquisicao da estrutura nativa) e, provavelmente,
este seja o sitio de atividade da NADPH
oxidase e também de interacdo com o ion Ca*2.5!

Motivo em
mao EF
C

DUOX1: 181 SSHSWSDALRSFSRGQLASGPDPAFPRDSQNPLLMWA------—, APDPATGQNGPRGLY 232
TPO: 391 LAGDGRASEVPSLTALHTLWLREHNRLAAALKALNAHWSADAVYQEARKVVGALHQIITL 450
DUOX1: 233 AFGAERGNREPFLQALGLLWFRYHNLWAQRLARQHPDWEDEELFQHARKRVIATYQNIAV 292

GR+PLALLWRHNAL+W+++QARKVA+QI+

TPO: 451 RDYIPRILGPEAFQQYVGPYEGYDSTANPTVSNVFSTAAFRFGHATIHPLVRRLDAS--F 508

DUOX1: 293 YEWLPSFL-----QKTLPEYTGYRPFLDPSISSEFVAASEQFLSTMVPPGVYMRNASCHF 347

+++P L Q+ +Y GY +P++S+ F A+ +F + PV +AS F

TPO: 509 Q----EHPDLPGLWLHQAFFSPW--TLLRGGGLDPLIRGLLARPAKLQVQDQLMNEELT 561
DUOX1: 348 QGVINRNSSVSRALRVCNSYWSREHPSLQSAEDVDALLLGMASQIA--EREDHVLVEDVR 405

QL+ +++S +L +D L+ G+ ++ A+ +D ++ E++

TPO: 562 ERLFVLSNSSTLDLASINLQRGRDHGLPGYNEWREFCGLPRLETPADLSTAIASRSVADK 621

+8D+LQRGRD GLPY + RGL + D++ A+ SRS D

DUOX1: 406 DFWPGPLKFSRTDHLASCLQRGRDLGLPSYTKARAALGLSPITRWQDINPAL-SRS-NDT 463
TPO: 622 ILDLYKHPDNIDV-WL----GGLAENFLPRARTGPLFACLIGKQMKALRDGDWFWWENSH 676

+L+ N D+ WL GGL E+ GPLF+ ++ +Q LRDGD +W+EN+

DUOX1: 464 VLEATAALYNQDLSWLELLPGGLLES---HRDPGPLFSTIVLEQFVRLRDGDRYWFENTR 520

TPO: 677 VFTDAQRRELEKHSLSRVI 695
+F+ + E+ +L V+
DUOX1: 521 NGLFSKKEIEEIRNTTLQDVL 541

Figura 3 - A figura mostra a direita um
modelo esquematica das DUOX-1 e 2.
Essas proteinas sdo transmembranares,
apresentam sete hélices transmembranicas
sendo que seis dessas hélices sdo unidas
a sétima hélice por uma alca intracelular
a qual abriga o motivo "mao-EF". A
por¢do aminoterminal representada
pela linha tracejada apresenta homologia
com a tireoperoxidase e essa homologia
estd projeta na sequéncia de residuos
de aminoécidos de ambas proteinas a
esquerda.
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Testes de western blot evidenciaram que as
proteinas DUOX apresentam massa molecular
de 180 a 190kDa, sendo que 10 a 20kDa desse
peso sdo decorrentes de N-glicosilagdes.”” O
controle da expressio das DUOX apresenta
certas particularidades, como, por exemplo,
0os promotores para ambas as DUOX serem
diferentes de outros elementos promotores
tireoideanos. O promotor da DUOX-1 é rico em
citosina e guanina e apresenta trés elementos
ligantes ao fator de transcricdo génico SP1.%¢
Embora essas diferencas estruturais possam
sugerir mecanismos de regulacdo distintos,
isto ndo é observado na glandula tiredide,
na qual tecidos fisiologicamente integros e
também em condi¢des de adenoma e carcinoma
expressam tanto a DUOX-1 quanto a DUOX-2,
sugerindo assim que a regulacdo da expressao
de ambas as enzimas é feita por mecanismos
similares.”

Em cdes, a expressao das DUOX é mediada
pela via do AMPc, no entanto, no homem essa
via de regulacdo parece ser pouco provével.”
Embora possa parecer um contrassenso que os
niveis de AMPc ndo estimulem a atividade dos
promotores das DUOX, na realidade esse fato
previne possiveis danos oxidativos as células
tireoideanas. Se porventura a expressao das DUOX
aumentasse na presenca de AMPc, a geracdo de
H,0, na condicdo de hipotireoidismo aumentaria
concomitantemente, ja que no hipotireoidismo os
niveis de TSH encontram-se aumentados em razdo
da auséncia de feedback negativo, proporcionado
pela tiredide na adenohipdfise.”’ Nesse caso,
a citotoxidade do H,O, poderia evocar danos
importantes em biomoléculas, tais como lipideos
de membrana e cadeias de DNA, comprometendo
ainda mais a integridade celular e reduzindo as
chances de retorno a condicao de eutireoidismo.>
Outra forma de regular surtos de espécies reativas
decorrentes da atividade da DUOX é a contencao
dessas enzimas no interior de organelas, tais como
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. Este
repertério de enzimas nesses compartimentos
representa uma forma pré enzima capaz de ser
rapidamente ancorada a membrana plasmatica
do tiredcito em situagdes em que ha aumento da
sintese de hormonios tireoideanos.*

CONCLUSOES

O profundo conhecimento relacionado a
estrutura das proteinas envolvidas na sintese de
hormonios tireoideanos pode trazer beneficios

Pinto WJ et al.

que envolvem a plena compreensao dos processos
patoloégicos que acometem a glandula tireéide,
tais como as tireoidites. De fato, o entendimento
da bioquimica e da fisiologia da glandula tire6ide
nesse nivel possibilitard maior clareza, por
exemplo, sobre os processos que desencadeiam o
ataque de imunocomplexos contra essas proteinas,
condicdo esta presente em morbidades tais
como a Doenca de Graves. Além disso, estudos
estruturais podem ser de suma importancia no
desenvolvimento de medicamentos cujo objetivo
é tratar os distarbios tireoideanos de modo mais
preciso, eficaz e completo.
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